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(§4) Nachweisverfahren fur bakterielle Lebendvaccinen 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum diagnostischen 
Nachweis bakterielJer Lebendvaccinen in der Human- und 
Veterinarmedizin, bei dem der ais Lebendimpfstoff geeigne- 
te Bakterienstamm mit Luciferase-Genen gentechnisch mar- 
kiert wird und die Identifizierung des derart markierten 
Bakterienstamrns durch den Nachweis der bakteriellen 
Lichtproduktion erfolgt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum diagnosti- 
schen Nachweis bakterieiler Lebendvaccinen in der Hu- 
man- und VeterinUrmedizin und die Verwendung gen- 
technisch markierter Bakterienstamme als Lebendvac- 
cine. 

Nach dem Stand der Technik ist es bekannt, bakteriel- 
le Lebendimpfstoffe zur Immunprophylaxe in der Hu- 
man- und VeterinSrmedizin einzusetzen. Beispiele hier- 
fiir sind verschiedene in Deutschland zugelassenen Sal- 
monella-Lebendvaccinen, die in der Landwirtschaft zum 
Schutz der Tierbestande vor Salmonellosen angewandt 
werden. 

Eine Grundvoraussetzung fur den Einsatz von Le- 
bendvaccinen stellt ihre sichere Nachweisbarkeit und 
Abgrenzbarkeit vom Wildtyp dar. Gegenwartig erfolgt 
die Detektion uber den phanotypischen Nachweis der 
attenuierenden Marker, z. B. Auxotrophien oder Resi- 
stenzen. Zusatzliche Markierungen werden bekannter- 
maBen nicht mehr vorgenommen. 

Im Fall von Auxotrophien erfolgt die Prufung nach 
selektiver Kultiviemng und Reinigung einer Einzelkolo- 
nie auf einem Spezialnahmedium (Diagnostikum), auf 
dem der Impfstamm entsprechend seiner Auxotrophien 
nicht wachsen darf. Ein solcher Nachweis stellt hohe 
Anforderungen an die Reinkultur und ist dementspre- 
chend arbeitsaufwendig, langwierig (ca. 2 Wochen bis 
zur Verdachtsdiagnose) und teuer. Da man haufig mit 
Mischkulturen von Wildtyp und Impfstamm zu rechnen 
hat, beispielsweise bei Salmonellen in der Geflugelhal- 
tung, mussen auBerdem moglichst viele Einzelkolonien 
gepriift werden, um eine ausreichend sichere Aussage 
zum Vorkommen des Impfstammes in einer Salmonella 
typhimurium-haltigen Probe treffen zu kdnnen. Im Fall 
von Resistenzmarkern mUssen in der Routinediagnostik 
standig entsprechende Selektivplatten in ausreichender 
Zahl parallel beimpft und mitkultiviert werden, um den 
positiven oder negativen Nachweis des Impfstammes zu 
fuhren. Da die Auswertung dieser Planen durch resi- 
stente Spontanmutanten aus anderen Bakteriengattun- 
gen erschwert werden kann, bedarf eine Verdachtskolo- 
nie einer weiteren Charakterisierung und Bestatigung 
als n Salmonella-Impfstamm w . Das bedeutet, daB auch 
hier nur die Einzelkolonie- Reinigung und Charakterisie- 
rung die endgultige Diagnose ermdglicht. 

Eine Mdglichkeit der Bereitstellung bakterieller Le- 
bendimpfstoffe ist die gentechnische Veranderung ent- 
sprechender Bakterienstamme. Dabei ist zu beachten, 
daB ein gentechnisch veranderter Lebendimpfstoff alien 
Kriterien des deutschen Genteclinikgesetzes genugen 
muB und gegebenenfalls entsprechenden internationa- 
len Anforderungen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Nach- 
weisverfahren fur bakterielle Lebendvaccinen bereitzu- 
stellen, bei dem Zeit-, Material- und Kostenaufwand 
drastisch reduziert sind. 

Eine Losung dieser Aufgabe besteht in der Bereitstel- 
lung eines Verfahrens der eingangs genannten Art, bei 
dem der als Lebendimpfstoff geeignete Bakterienstamm 
mit Luciferase-Genen gentechnisch markiert wird, und 
die Identifizierung des derart markierten Bakterien- 
stamms durch den Nachweis der bakteriellen Lichtpro- 
duktion erfolgt 

Das erfindungsgemaBe Verfahren bietet Uberra- 
schend viele Vorteile: Es ermdglicht eine schnelle, einfa- 
che und sichere — weil "positive"- Identifikation des 
Impfstammes bereits nach dem ersten Kultivierungs- 
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schrift Bakterien-Reinkulturen sind nicht mehr erfor- 
derlich. Die markierten Bakterien sind aufgrund ihrer 
Lichtproduktion mit bloBem Auge auf jeder routinema- 
Big angelegten Selektionsplatte nachweisbar. Der Be- 
5 fund "Impfstamm" erfolgt gleichzeitig mit dem bakterio- 
logischen Refund "Salmonellae" nach 34 Tagen Arbeits- 
aufwand. Ein zusatzliches Diagnostikum ist nicht not- 
wendig. Die bakteriologische Routinediagnostik auf 
Salmonellen in den Untersuchungsamtern muB weder 
io methodisch noch apparativ verandert werden. Auch die 
bisher bestehende Notwendigkeit einer Bestatigung des 
Testergebnisses durch den Impfstamm-Hersteller ent- 
fallt 

Das lux-System eignet sich besonders deshalb als 
15 Nachweismittel, weil 

— dieses System unter natiirlichen Bedingungen 
ein selten vorkommendes Ereignis ist (<t h. es treten 
keine background- Effekte auf), 

20 — die Messung von Licht schnell und sensitiv und 
der Einsatz von Luminometern eine gut etablierte, 
preiswerte Technik ist, und 

— der Nachweis einer luminiszierenden Kultur auf 
einem Nahrboden mit bloBem Auge moglich ist 

25 

Die gentechnische Markierung kann sowohl mit eu- 
karyontischen als auch mit prokaryontischen Luciferas- 
Genen durchgeftihrt werden. 

Bei einer bevorzugten Variante der Erfindung erfolgt 
30 die gentechnische Markierung mit Luciferas-Genen 
durch Rekombination eines lux-Operons von Vibrio fi- 
scheri und/oder Vibrio harveyi und/oder Photobacteri- 
um phosphoreum und/oder Photobacterium leiognathi 
und/oder Xenorhabdus luminescens in das Bakterienge- 
35 nom. 

Die bakterielle Lichtproduktion wird vorzugsweise 
mit Hilfe von Photometer(n), insbesondere Luminome- 
tern) nachgewiesen. 

Das zur Rekombination verwendete lux-Operon 
40 kann auf gentechnischem Weg durch Klonierung oder 
auch durch chemische Synthese bereitgestellt werden. 

In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante 
wird das lux-Operon in dem Vektor pMMB 190, ATCC 
37807, vorzugsweise am Restriktionsort Sail, oder in 
45 dem Vektor pMMB 207, vorzugsweise am Restriktions- 
ort BamHI-Sall, ligiert, in dem Bakterium Escherichia 
coli, vorzugsweise Stamm Exoli KL12, kloniert und mit 
Hilfe des Plasmids pRK, ATCC 37159 oder eines ande- 
ren Hilfsvektors in die als Lebendvaccine geeignete(n) 
50 Bakterienzelle(n) transf eriert 

Bei einer anderen Verfahrensvariante wird das lux- 
Operon durch homologe Rekombination in das Impf- 
stamm-Chromosom eingebaut 
Ebensogut kann der Einbau in das lmpfstamm-Chro- 
55 mosom mittels eines Transposon Vektors oder mittels 
eines Phagen erfolgen. 

Mit dem erf indungsgemaBen Verfahren sind die ver- 
schiedensten bakteriellen Lebendvaccinen markierbar 
und Qber ihre Lichtproduktion nachweisbar. 
60 Eine besonders einfach zu gewinnende bakterielle Le- 
bendvaccine zeichnet sich dadurch aus, daB das Bakte- 
riengenom ein rekombiniertes lux-Operon enthalt, das 
vorzugsweise aus Vibrio fischeri und/oder Vibrio har- 
veyi und/oder Photobacterium phosphoreum und/oder 
es Photobacterium leiognathi und/oder Xenorhabdus lu- 
minescens stammt. 

Ein zur Bekampfung der Salmonellose besonders ge- 
eigneter Lebendimpfstoff wird mit dem Salmonella ty- 
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phimurium-Bakterienstamm bereitgestellt, der dadurch 
gekennzeichnet ist, daB das Bakteriengenom rekornbi- 
nierte Luciferase-Gene enthalt, die dem Bakterien- 
stamm die Eigenschaft der bakteriellen Lichtproduktion 
geben und damit die Lebendvaccine vom Wildtyp op- 5 
tisch unterscheidbar machen. 

Die Erf indung wird im Folgenden anhand von Ausfuh- 
rungsbeispielen naher erlautert 

Beispiel 1 10 

Zur Bekampfung von Salmoneilosen bei Hiihnern 
und Tauben sind in Deutschland die Lebendimpfstoffe 
Salmonella typhimurium (Zoosaloral H R , Deutsches 
Tierarztebjatt, Dez. 1992; Zoosaloral T, DT, Februar, 15 
1993) und Salmonella typhimurium (TAD Salmonella 
vac R T) zugelassen. Der Nachweis von Salmonella typhi- 
murium (Zoosaloral HR) erfolgt bisher anhand der 
stammeigenen Auxotrophien, der von Salmonella typhi- 
murium (TAD Salmonella vac R T ) anhand der stamm- 20 
spezifischen Resistenzen. 

In beide Impfstamme wurde das lux-Operon aus Vi- 
brio fischeri wie im folgenden beschrieben rekombi- 
niert 

Die Methodik der Klonierung des lux-Operons aus 25 
Vibrio fischeri sowie die Charakterisierung der Gene 
gehort zum Stand der Technik. Bereits 1982 wurde ein 
lux-Operon aus Vibrio harveyi isoliert und in E.coli klo- 
niert (Belas et al„ 1982, Bacterial bioluminescence: isola- 
tion and expression of the luciferase genes from Vibrio 30 
harveyi. Science 128, 791 — 793). Weitere lux-Operon- 
Isolierungen sind fOr Photobacterium phosporeum, 
Photobacterium leiognathi und Xenorhabdus lumines- 
cens beschrieben (zur Obersicht siehe Meighen, 1991, 
Molecular Biology of Bacterial Bioluminescence. Mi- 35 
krobiol Rev.55, 123-142). 

Ein ca. 9 kb Sail-Fragment mit dem kompletten lux- 
Operon aus Vibrio fischeri wird mit den bekannten Me- 
thoden in den Sall-Ort des Plasmids pMMB 190, ATCC 
37807, ligiert und in E. coli K12 kloniert. Die Selektion 40 
erfolgt auf Ap-Resistenz und "Leuchten". Die Obertra- 
gung des Konstrukts auf den einen bzw. anderen Impf- 
stamm erfolgt durch ein triparentales Mating mit dem 
Helferplasmid pRK, 2013 ATCC 37159. Die Isolierung 
leuchtender Salmonellen erfolgt fur 45 

— den Salmonella typhimurium Impfstamm (Zoo- 
saloral H R ) nach Revitalisierung in Peptonwasser 
und zweimaliger Selektivanreicherung in RVS auf 
antibiotikahaltigen Selektivagarplatten (XLD, 50 
BPLA mit Ampicillin), 

— den Salmonella typhimurium — Impfstamm 
TAD Salmonella vac R T nach Kultivierung auf anti- 
biotikahaltigen Selektivagarplatten (XLD mit Ri- 
fampicin, Nalidixinsaure und Ampicillin). 55 

Leuchtende Kolonien sind mit bloBem Auge in der 
Dunkelkammer leicht zu identifizieren. 

Beispiel 2 ' 60 

Zur Markierung der beiden Impfstamme Salmonella 
typhimurium (Zoosaloral H R ) und Salmonella typhimu- 
rium (TAD Salmonella vac^T) wird ein promotorloses 
Bglll-Sall-Fragment aus dem lux-Operon von Vibrio fi- 65 
scheri in das Plasmid pMMB 207, ATCC 37809, BamHI- 
Sail ligiert. In diesem Konstrukt stehen die Gene luxAB 
unter der Kontrolle des tac-Promotors von pMMB 207. 
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Der Promotor ist IPTG-induzierbar. Aufgrund des Feh- 
lens von luxC und eines Teils von luxD ist far die bakte- 
rielle Lichtproduktion die exogene Zugabe eines Aldeh- 
yds notwendig. 

Die Obertragung des rekombinierten Plasmids in ei- 
nen der beiden Vaccine-Stamme erfolgt wie in Beispiel 1 
beschrieben. 

Zur Induzierung der Lichtproduktion wird IPTO 
(0J2— 0.4 mM) und Aldehyd (10%ige Nonanal-, Decanal- 
oder Dodecanal-Ldsung) zum Medium gegeben. Auf- 
grund der besonders intensive n Lichtproduktion ist No- 
nanal als Substrat bevorzugt Schon innerhalb weniger 
Sekunden nach der Substratzugabe konnen die Kolo- 
nien in der Dunkelkammer eindeutig identifiziert wer- 
den. 

Sowohl die gemaB Beispiel 1 als auch die gemaB Bei- 
spiel 2 markierten Lebendimpfstoffe sind in routinema- 
Big auf Salmonellen zu untersuchenden Hflhner- bzw. 
Tauben- Kotproben eindeutig zu identifizieren. 

Eine Oberprufung der Stabilitat der rekombinanten 
Plasmide in Form einer 10-maligen Subkultivierung im 
Fliissigmedium ohne Antibiotikazusatz ergab einen 
Plasmidverlust in 8 von 2500 Kolonien (0,3%). 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum diagnostischen Nachweis bakte- 
rieller Lebendvaccinen in der Human- und Veteri- 
narmedizin, dadurch gekennzeichnet, daB der als 
Lebendimpfstoff geeignete Bakterienstamm mit 
Luciferas-Genen gentechnisch markiert wird, und 
daB die Identifizierung des derart markierten Bak- 
terienstamms durch den Nachweis der bakteriellen 
Lichtproduktion erfolgt 

Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die gentechnische Markierung mit eu- 
karyonuschen Luciferas-Genen erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die gentechnische Markierung mit 
prokaryontischen Luciferas-Genen erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die gentechnische 
Markierung mit Luciferas-Genen durch Rekombi- 
nation eines lux-Operons von Vibrio fischeri und/ 
oder Vibrio harveyi und/oder Photobacterium 
phosphoreum und/oder Photobacterium leiognathi 
und/oder Xenorhabdus luminescens in das Bakte- 
riengenom erfolgt 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis der 
bakteriellen Lichtproduktion mit Hilfe von Photo- 
meter^), insbesondere Luminometer(n) erfolgt 

6. Verfahren nach einem der Anspruche I bis 5, 
dadurch gekennzeichnet daB das zur Rekombina- 
tion verwendete lux-Operon kloniert ist 

7. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet daB das zur Rekombina- 
tion verwendete lux-Operon chemisch synthetisiert 
ist 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB das lux-Operon in 
dem Vektor pMMB 190 ATCC 37807 oder dem 
Vektor pMMB 207 ATCC 37809 ligiert ist, daB die 
Klonierung dieses Vektors in dem Bakterium 
Escherichia coli, vorzugsweise Stamm E.coli K12, 
erfolgt, und daB der Transfer des lux-Operon-halti- 
gen Vektors aus E.coli in die als Lebendvaccine 
geeignete(n) Bakterienzelle(n) mittels des Plasmids 
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pRK 2013 ATCC 37159 oder eines anderen Hilfs- 
vektors erfolgt 

9. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Einbau des lux- 
Operons in das Impfstamm-Chromosom durch ho- 5 
mologe Rekombination erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 7 f 
dadurch gekennzeichnet, daB der Einbau des lux- 
Operons in das Impfstamm-Chromosom mittels ei- 
nes Transposon Vektors erfolgt 1 0 

11. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Einbau des lux- 
Operons in das Impfstamm-Chromosom mittels ei- 
nes Phagens erfolgt. 

12. Bakterielle Lebendvaccine, dadurch gekenn- 15 
zeichnet, daB sie nach dem Verfahren gemaB An- 
spruch 1 hergestellt ist 

13. Bakterielle Lebendvaccine, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Bakteriengenom rekombinierte 
Luciferase-Gene enthalt, die dem Bakterienstamm 20 
die Eigenschaft der bakteriellen Lichtproduktion 
geben und damit die Lebendvaccine vom Wildtyp 
optisch unterscheidbar machen. 

14. Bakterielle Lebendvaccine nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Bakteriengenom 25 
ein rekombiniertes iux-Operon, vorzugsweise aus 
Vibrio fischeri und/oder Vibrio harveyi und/oder 
Photobacterium phosphoreum und/oder Photob- 
acterium leiognathi und/oder Xenorhabdus lumi- 
nescens enthalt 30 

15. Salmonella spp. — Bakterienstamm, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Bakteriengenom rekombi- 
nierte Luciferase-Gene enthalt, die dem Bakterien- 
stamm die Eigenschaft der bakteriellen Lichtpro- 
duktion geben und damit die Lebendvaccine vom 35 
Wildtyp optisch unterscheidbar machen. 

16. Verwendung eines Salmonella spp. — Bakte- 
rienstamms nach Anspruch 15 ais Lebendimpfstoff, 
vorzugsweise fur Vogel, insbesondere fur Htihner 
und Tauben. 40 

17. Salmonella typhimurium — Bakterienstamm, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Bakteriengenom 
rekombinierte Luciferase-Gene enthalt, die dem 
Bakterienstamm die Eigenschaft der bakteriellen 
Lichtproduktion geben und damit die Lebendvacci- 45 
ne vom Wildtyp optisch unterscheidbar machen. 

18. Verwendung eines Salmonella typhimurium — 
Bakterienstamms nach Anspruch 17 als Lebend- 
impfstoffe vorzugsweise fur Vogel, insbesondere 
far Huhner und Tauben. 50 
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